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Badania kowalencyjnego kompleksu tyroksyna-insulina u ludzi
Novel hepatoselective insulin analog
Studies with a covalently linked thyroxyl-insulin complex in humans
WNIOSKI. U osób zdrowych B1-T4-Ins po podaniu
podskórnym jest dobrze tolerowana, szybko siŒ wch‡a-
nia i ma wysoki stopieæ zwi„zania z bia‡kami krwi, co
odpowiada za d‡ugi czas po‡owicznego zaniku w suro-
wicy. Analog ten wydaje siŒ bardziej wybiórczy w od-
dzia‡ywaniu na komórki w„troby, a zatem potencjalnie
ma bardziej fizjologiczny profil dzia‡ania w porównaniu
z dotychczas stosowanymi preparatami insuliny.
S‡owa kluczowe: insulina B1-T4-Ins, insulina NPH,
cukrzyca typu 1
ABSTRACT
OBJECTIVE. To test whether a thyroxyl-insulin analog
with restricted access to receptor sites in peripheral
tissues displays relative hepatoselectivity in humans.
RESEARCH DESIGN AND METHODS. Five normal human
subjects received a subcutaneous bolus injection of
either N B1 L-thyroxyl-insulin (B1-T4-Ins) or NPH insulin
in random order. Insulin kinetics, relative effects on he-
patic glucose production, and peripheral glucose upta-
ke were studied using euglycemic clamp and stable iso-
tope [D-6,6-2H2]glucose) dilution techniques. Blood
samples were taken for the determination of total im-
munoreactive insulin/analog concentrations and for li-
quid chromatography to assess the protein binding of
the analog in the circulation.
RESULTS. After subcutaneous administration, B1-T4-Ins
was well tolerated and rapidly absorbed. The analog had
a long serum half-life and was highly protein bound
(~86%). Its duration of action, as judged by the dura-
tion of infusion of exogenous glucose to maintain eugly-
cemia, was similar to that of NPH insulin. The effect of
the analogs on hepatic glucose production was similar
to that of NPH insulin, indicating equivalent hepatic po-
tency. The analog demonstrated less effect on periphe-
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STRESZCZENIE
CEL PRACY. Zbadanie, czy tyroksylowy analog insuliny
z ograniczonym dostŒpem do receptora w tkankach
obwodowych wykazuje wzglŒdnie wybiórcze powino-
wactwo do w„troby u ludzi.
MATERIA£ I METODY. PiŒæ zdrowych osób otrzymywa-
‡o podskórnie Na B1L-thyroksyl-insulinŒ (B1-T4-Ins) lub
insulinŒ NPH w przypadkowej kolejnoci. Pos‡uguj„c siŒ
metod„ klamry euglikemicznej i rozcieæczania znaczni-
ka izotopowego([D-6,6-2H2] glukozy), badano kinetykŒ
insuliny oraz jej wzglŒdny wp‡yw na w„trobow„ pro-
dukcjŒ i obwodowy wychwyt glukozy. Pobierano prób-
ki krwi w celu oznaczenia ca‡kowitego stŒ¿enia insuliny
immunoreaktywnej (b„d jej analogu) oraz w celu okre-
lenia stopnia wi„zania analogu insuliny z bia‡kami krwi,
który badano metod„ chromatografii cieczowej.
WYNIKI. Po podskórnym podaniu B1-T4-Ins by‡a dobrze
tolerowana i szybko wch‡aniana. Analog cechowa‡ siŒ
d‡ugim czasem pó‡trwania w surowicy oraz wysokim
stopniem wi„zania (ok. 86%) z bia‡kami. Jego czas dzia-
‡ania, mierzony czasem wlewu glukozy niezbŒdnym do
utrzymania euglikemii, by‡ podobny do czasu dzia‡ania
insuliny NPH. Wp‡yw analogu na w„trobow„ produk-
cjŒ glukozy by‡ podobny do wp‡ywu insuliny NPH, co
wskazuje na podobny stopieæ oddzia‡ywania. Analog
w mniejszym stopniu dzia‡a‡ na obwodowy wychwyt
insuliny w porównaniu z insulin„ NPH (p = 0,025), nie
wp‡ywa‡ na szybkoæ przemian metabolicznych gluko-
zy oraz wykazywa‡ zmniejszon„ zdolnoæ do hamowa-
nia lipolizy (p < 0,05).
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ral glucose uptake than NPH insulin (P = 0,025), had no
effect on metabolic clearance rate of glucose, and exhi-
bited a reduced capacity to inhibit lipolysis (P < 0,05).
CONCLUSIONS. When injected subcutaneously into
normal human subjects, B1-T4-Ins is well tolerated,
quickly absorbed, and highly protein bound, resulting
in a long plasma half-life. This analog appears to have a
hepatoselective action, and, therefore, has the poten-
tial to provide more physiological insulin action than
the insulin preparations currently used.
Key word: B1-T4-Ins insulin, NPH insulin, type 1 diabetes
WiŒkszoæ chorych na cukrzycŒ typu 1 stosuje
metodŒ wielokrotnych podskórnych wstrzykniŒæ in-
suliny. Taki sposób dawkowania nie jest zgodny z fi-
zjologicznym rytmem wydzielania insuliny. Pacjenci
nie s„ w stanie utrzymaæ prawid‡owego stŒ¿enia glu-
kozy i s„ nara¿eni na wystŒpowanie hipoglikemii.
Prawid‡owo trzustka uwalnia insulinŒ do ¿y‡y
wrotnej w„troby. Z tego wzglŒdu stosunkowo du¿a
iloæ insuliny dociera do w„troby, gdzie w zale¿noci
od potrzeb oko‡o 60% ulega zwi„zaniu [1]. W wypad-
ku podskórnej drogi podawania insuliny u chorych na
cukrzycŒ typu 1 nie powstaje ró¿nica stŒ¿enia insuliny
pomiŒdzy ¿y‡ami wrotnymi i obwodowymi, a zatem
w w„trobie wystŒpuje wzglŒdny niedobór insuliny. Po-
woduje to wzglŒdn„ hiperinsulinemiŒ obwodow„ oraz
opornoæ insulinow„ ca‡ej masy cia‡a [24]. U cho-
rych leczonych w taki sposób, nawet tych, którzy s„
bliscy normoglikemii, wystŒpuj„ ró¿norodne zaburze-
nia metaboliczne obejmuj„ce du¿e wahania stŒ¿enia
glukozy, zaburzenia lipidowe, zmniejszenie stŒ¿enia
osoczowego IGF-1 z podwy¿szeniem stŒ¿enia hormo-
nu wzrostu w osoczu. Te zaburzenia metaboliczne s„
zwykle t‡em etiologicznym odleg‡ych powik‡aæ cukrzy-
cy w zakresie mikro- i makroangiopatii [5] i zmniej-
szaj„ siŒ przy stosowaniu leczenia pomp„ podaj„c„
insulinŒ do otrzewnej, dziŒki której wiŒkszoæ insuliny
dostaje siŒ do kr„¿enia wrotnego [6].
Istniej„ zatem podstawy teoretyczne, aby insu-
linŒ podawaæ do kr„¿enia wrotnego, a nie do obwo-
dowego. Jedynymi metodami leczenia, które obecnie
umo¿liwiaj„ wprowadzenie insuliny do kr„¿enia wrot-
nego, s„ pompy dootrzewnowe [6], przeszczepienie
trzustki po‡„czonej z kr„¿eniem trzewnym lub prze-
szczep komórek b wysp Langerhansa [7, 8]. Wci„¿
jeszcze powy¿sze metody wywo‡uj„ znaczne dzia‡a-
nia niepo¿„dane, które nie pozwalaj„ na ich zasto-
sowanie u wiŒkszoci chorych na cukrzycŒ typu 1.
Innym potencjalnym rozwi„zaniem powy¿szych
problemów jest opracowanie analogu insuliny wyka-
zuj„cego wiŒksz„ wybiórczoæ w stosunku do w„tro-
by ni¿ do tkanek obwodowych. Z dotychczasowych
badaæ analogów insuliny wynika, ¿e wielkoæ cz„-
steczkowa kowalencyjnych dimerów insuliny lub pro-
insuliny, która znacznie ró¿ni siŒ od wielkoci insuli-
ny, mo¿e wp‡ywaæ na zdolnoæ wi„zania tych zwi„z-
ków z tkankami obwodowymi [9, 10]. Z kolei otwar-
te zatoki w„trobowe umo¿liwiaj„ kontakt wszyst-
kich sk‡adników osocza z powierzchni„ komórek
w„trobowych [11]. Autorzy sugeruj„, ¿e wykorzy-
stanie wiedzy na temat bariery obwodowego kr„¿e-
nia w‡oniczkowego mo¿e pomóc w opracowaniu
takiego analogu insuliny, który pozwoli zachowaæ fi-
zjologiczn„ ró¿nicŒ oddzia‡ywania na tkanki nawet
po podaniu obwodowym [12]. W niniejszej pracy po
raz pierwszy opisano zastosowanie takiego analogu
u ludzi. Omówiona zosta‡a jego kinetyka oraz po-
tencjalna wybiórczoæ w stosunku do w„troby u osób
bez cukrzycy.
Materia‡ i metody
Materia‡
Autorzy opracowali i zsyntetyzowali bia‡ko in-
sulinopodobne sk‡adaj„ce siŒ z insuliny zwi„zanej
kowalencyjnie z tyroksyn„: Na B1L-thyroksyl-insulina
(B1-T4-Ins). Ten analog posiada zdolnoæ wi„zania
z receptorem insuliny oraz dziŒki obecnoci tyroksy-
ny z bia‡kami wi„¿„cymi hormony tarczycy (THBP,
Thyroid hormone binding protein), do których nale¿„
obecne w surowicy: bia‡ko wi„¿„ce tyroksynŒ (TBP,
thyroxine binding protein), transtyretyna, osoczo-
wa albumina ludzka. Wielkoæ zwi„zanego komplek-
su mo¿e warunkowaæ wzglŒdn„ selektywnoæ w„-
trobow„ w porównaniu z insulin„ poprzez bloko-
wanie dostŒpu do tkanek obwodowych, a nie do
bardziej ods‡oniŒtych hepatocytów. B1-T4-Ins zo-
sta‡a zsyntetyzowana wed‡ug metody opisanej
wczeniej [12], a nastŒpnie liofilizowany proszek
zosta‡ rozpuszczony (0,688 nmol/l) w aseptycznych
warunkach w izotonicznym roztworze NaHCO3
(1,5% wag/obj.) w pracowniach farmakologii szpita-
li Guys, Kings i St. Thomas.
Grupa badana
GrupŒ badan„ stanowi‡o 5 zdrowych mŒ¿-
czyzn w wieku 31,6 – 7,2 roku z BMI wynosz„cym
25,4 – 3,3, którzy byli pracownikami londyæskich
szpitali Guys, Kings and St. Thomas lub Kings Col-
lege. fladen z nich nie wymaga‡ regularnego stoso-
wania leków oraz nie wykazywa‡ objawów choroby,
która mog‡aby wp‡ywaæ na przebieg badania.
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Protokó‡ badania
Porównywano wp‡yw jednorazowego, podskór-
nego wstrzykniŒcia B1-T4-Ins i insuliny NPH. KinetykŒ
insuliny oraz jej wp‡yw na w„trobow„ produkcjŒ glu-
kozy (Ra) oraz obwodowe zu¿ycie glukozy (Rd) bada-
no metod„ klamry euglikemicznej i technik„ rozcieæ-
czenia znacznika izotopowego ([D-6,6-2H2] glukozy)
[13]. Protokó‡ zosta‡ zaakceptowany przez komitet
etyczny West Lambeth Health Authority, a wszyscy
chorzy wyrazili pisemn„ zgodŒ na udzia‡ w badaniu.
Pacjenci zg‡aszali siŒ na czczo na oddzia‡ dzien-
ny o godzinie 7.00. Badano ich w pozycji na wznak,
pozwalaj„c piæ jedynie wodŒ. Po pobraniu próbki krwi
w celu przeprowadzenia wyjciowych badaæ izoto-
powych rozpoczynano sta‡y wlew (1,7 mg/min) go-
towego roztworu (170 mg) [D-6,6-2H2] glukozy (Mass
Trace, Sommerville, MA) przez 17,5 godziny lub kró-
cej, je¿eli zapotrzebowanie na glukozŒ egzogenn„ spa-
da‡o do 0 [13]. U ka¿dej osoby badanie przeprowa-
dzono 2-krotnie, podaj„c insulinŒ NPH lub B1-T4-Ins
w przypadkowej kolejnoci. Przerwa pomiŒdzy ka¿-
dym z badaæ wynosi‡a 2 tygodnie. Po rozpoczŒciu
wlewu [D-6,6-2H2] glukozy przez 2 godziny ustala‡
siŒ stan równowagi, po czym w okresie 30 minut
pobierano co 10 minut próbki krwi, które stanowi‡y
materia‡ do pomiarów wyjciowych w stanie rowno-
wagi. NastŒpnie, po up‡ywie 2,5 godziny trwania wle-
wu z D-[6,6-2H2] glukozy, podawano podskórnie na
przedniej powierzchni jamy brzusznej jednorazowe
wstrzykniŒcie insuliny NPH (2,06 nmol/kg [0,3 U/[kg])
albo B1-T4-Ins 3,44 nmol/kg).
Po wstrzykniŒciu insuliny lub jej analogu pobie-
rano próbki krwi w odstŒpach 15-minutowych w celu
oznaczenia stŒ¿enia glukozy we krwi, który wyrów-
nywano do wartoci wyjciowej, dostosowuj„c szyb-
koæ wlewu 20-procentowego roztworu dekstrozy in-
dywidualnie u ka¿dej osoby. Protokó‡ zak‡ada‡, ¿e
maksymalny czas badania mo¿e wynosiæ 15 godzin.
DekstrozŒ (20%) zmieszano wczeniej z D-[6,6-
2H2] w odpowiedniej proporcji (4 mg D-[6,6-
2H2] glu-
kozy na 1 g dekstrozy), aby unikn„æ spadku znaczni-
ka i w konsekwencji b‡Œdów w obliczaniu szybkoci
przemiany metabolicznej, co pomimo to siŒ zdarza
[13, 14]. Badanie przerywano z chwil„ ustania zapo-
trzebowania na egzogenn„ glukozŒ lub po 15 godzi-
nach od chwili podania insuliny.
Pobierano 4 próbki krwi w celu oznaczenia
wyjciowych stŒ¿eæ insuliny, C-peptydu, stŒ¿enia glu-
kozy oraz zawartoci glukozy znakowanej, a tak¿e
oznaczenia stŒ¿enia IGF-I, glukagonu, hormonów
tarczycy, hormonu stymuluj„cego tarczycŒ (TSH,
thyroid-stimulating hormone) oraz niezestryfikowa-
nych kwasów t‡uszczowych (NEFA, nonestrerified
free fatty acid). Po podaniu insuliny NPH lub B1-T4-
Ins pobierano próbki krwi co 30 minut w celu ozna-
czenia stŒ¿enia insuliny lub analogu, C-peptydu, stŒ-
¿enia glukozy oraz zawartoci glukozy znakowanej.
Co 3 godziny pobierano krew do badania stŒ¿enia
NEFA i glukagonu, a co 5 godzin w celu okrelenia
stŒ¿enia IGF-I, wolnej T4, wolnej T3 i TSH. Równie¿ po
24 godzinach pobierano (po niadaniu) krew w celu
okrelenia stŒ¿enia insuliny lub analogu oraz pozio-
mów hormonów tarczycy.
Pobierano równie¿ próbki krwi na pocz„tku oraz
po 3, 8, i 24 godzinach, aby przeprowadziæ szybk„
chromatografiŒ cieczow„ bia‡ek krwi (FPLC, fast pro-
tein liquid chromatography). Próbki osocza i surowi-
cy rozdzielano bezporednio po pobraniu i zamra¿a-
no w temperaturze 20°C do dalszych oznaczeæ.
Procedury analityczne
StŒ¿enia insuliny immunoreaktywnej (IRI, immu-
noreactive insulin) oraz IGF-I w próbkach surowicy,
a C-peptydu w osoczu oznaczano metod„ radioim-
munologiczn„ (RIA, radioimmunoassay) z podwójny-
mi przeciwcia‡ami. Zagadnienie to opisywano ju¿
wczeniej [15]. Wspó‡czynniki wariancji (CV, coeffi-
cient of variation) oznaczeæ w obrŒbie jednego ba-
dania wynios‡y odpowiednio 7,7 i 6%. StŒ¿enia ana-
logu tyroksyny-insuliny (IRI) w próbkach surowicy oraz
we frakcjach FPLC oznaczano metod„ radioimmuno-
logiczn„ podwójnych przeciwcia‡ (RIA) z pewnymi
modyfikacjami opisywanymi poprzednio (CV 8%) [12].
StŒ¿enie glukagonu w próbkach osocza oznaczano
metod„ RIA z zastosowaniem dostŒpnych w handlu
zestawów firmy Linco Research (St. Louis, MO).
StŒ¿enie glukozy w osoczu oznaczano metod„
oksydazy glukozy na analizatorze Clandon Scientific
Glukose Analyzer (Yellow Springs Instruments, Yel-
low Springs, OH).
StŒ¿enie NEFA w próbkach surowicy okrelano
z zastosowaniem zestawu firmy Wako Chemicals
(Neuss, Niemcy).
Zawartoæ glukozy znakowanej oceniano me-
tod„ chromatografii gazowej na spektrometrze ma-
sowym na VG Trio-2 5890 (VG Micromas, Manche-
ster, Wielka Brytania) z zastosowaniem monitoro-
wania wybranych jonów pochodnych piŒciooctanu
glukozy [16]. Monitorowane jony mia‡y masŒ cz„-
steczkow„ 242 odpowiadaj„c„ [M-C505H8]
+ i 244
odpowiadaj„c„ fragmentowi wzbogaconemu 2 ato-
mami deuteru. W zakresie tego samego badania CV
wynios‡o < 2%.
W celu okrelenia stanu B1-T4-Ins (zwi„zana lub
wolna) w próbkach surowicy, poddano j„ rozdzia‡o-
wi wczeniej opisan„ metod„ FPLC [12].
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Obliczenia
W ka¿dym oznaczeniu Ra i Rd obliczano, opie-
raj„c siŒ na zaproponowanym przez Mariego [17]
modelu 2-kompertmentowym, który zmodyfikowa-
no w sposób uwzglŒdniaj„cy dodanie [D-6,6-2H2] glu-
kozy do wlewu z dekstrozy. Przed dokonaniem oce-
ny szybkoci obrotu glukozy, zastosowano technikŒ
wyg‡adzenia przebiegów stŒ¿eæ glukozy w osoczu
oraz wykresów wzbogacenia glukozy w zale¿noci
od czasu, z wykorzystaniem techniki analizy opty-
malnych wartoci (Optimal Segments Technique
Analysis) [18]. Obliczenia szybkoci zaniku glukozy
(MCR, metabolic clearance rate) (ml/min/kg) s„ nie-
zale¿ne od modelu (szybkoæ wlewu znakowanej glu-
kozy/stŒ¿enie znakowanej glukozy).
RedukcjŒ masy wytwarzanej glukozy endogen-
nej (AUCRa) oraz przyrost masy glukozy wychwyty-
wanej (AUCRd) w ka¿dym badaniu obliczano na pod-
stawie przebiegu czasowego wartoci Ra i Rd.
Analiza statystyczna
Wartoci oznaczeæ MCR, Rd, Ra i podawanej
we wlewie glukozy egzogennej (GINF, glucose infu-
sion) uzyskiwane po podaniu insuliny NPH lub analo-
gu zosta‡y przekszta‡cone w pola pod krzyw„ osob-
no dla poszczególnych uczestników w czasie ka¿de-
go z badaæ. rednie ró¿nice pomiŒdzy badaniami,
skorygowane pod wzglŒdem kolejnoci podawania,
oceniano metod„ regresji wielokrotnej. DziŒki zasto-
sowaniu mocnego estymatora wariancji dopuszczal-
ne by‡y wyniki powtarzaj„ce siŒ u danego pacjenta
[19, 20]. Statystyczn„ znamiennoæ zmian w odnie-
sieniu do badania po podaniu insuliny NPH i analogu
insuliny oceniano dwukierunkow„ analiz„ wariancji.
Znamiennoæ ró¿nic pomiŒdzy dwiema rednimi ba-
dano testem najmniejszych kwadratów Fishera z u¿y-
ciem oprogramowania Number Cruncher Statisti-
cal System (Hintze, Kaysville, UT) oraz Stata (Stata,
College Station, TX).
Dane opisowe wyra¿ono jako wartoci rednie
z 95-procentowym przedzia‡em ufnoci i wartoci„
p < 0,05 jako znamienn„ statystycznie.
Wyniki
Tolerancja
Insulina B1-T4-Ins by‡a niezwykle dobrze tole-
rowana. U ¿adnego z chorych nie wyst„pi‡y dzia‡a-
nia niepo¿„dane.
Po szybkim wstrzykniŒciu B1-T4-Ins ca‡kowity
stosunek stŒ¿eæ IRI/analog w surowicy wzrós‡ z wyj-
ciowego 0,08 nmol/l (95% CI, 0,061,01) do 0,97 nmol/l
(0,611,33) w 30 minucie i 4,02 nmol/l (2,845,20)
w 6 godzinie (p < 0,01). Podwy¿szone stŒ¿enia IRI
utrzymywa‡o siŒ w czasie ca‡ego badania (ryc. 1.A).
Po wstrzykniŒciu insuliny NPH stŒ¿enie IRI wzro-
s‡o z wyjciowego 0,06 nmol/l (0,030,09) do 0,07
nmol/l (0,020,09) w 30. minucie oraz 0,15 nmol/l
(0,10,2) po 6 godzinach (p < 0,01).
Wzrost stosunku stŒ¿enia IRI/analog z warto-
ci wyjciowych po podaniu B1-T4-Ins (0,89 nmol/l
[1,220,76]) znamiennie ró¿ni‡ siŒ od wzrostu po
podaniu insuliny NPH (0,014 nmol/l [0,010,03]).
StŒ¿enie IRI po niadaniu w 24. godzinie badania
i po podaniu B1-T4-Ins wynios‡o 4,18 nmol/l (3,315,05),
czyli osi„gnŒ‡o wartoci znamiennie wy¿sze ni¿ warto-
ci po insulinie NPH (0,24 nmol/l [0,020,48]) (p < 0,05).
StŒ¿enie C-petydu po podaniu B1-T4-Ins nie
zmieni‡o siŒ w odniesieniu do wartoci wyjciowych
 0,44 nmol/l (0,380,50), natomiast znamiennie
spad‡o z wartoci wyjciowych 0,40 nmol/l (0,280,54)
do 0,30 nmol/l (0,270,33) po wstrzykniŒciu insuliny
NPH (11 h, p < 0,05) (ryc. 1.B).
Rycina 1. StŒ¿enia immunoreaktywnej insuliny i analogu
w surowicy (A), stŒ¿enia C-peptydu (B), stŒ¿enie NEFA (C)
po podaniu podskórnym insuliny NPH ( ) i B1-T4-Ins ( )
w okresie utrzymywania klamry euglikemicznej (n = 5).
Wartoci rednie – SEM
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Po wstrzykniŒciu insuliny NPH jej postaæ immu-
noreaktywna pojawi‡a siŒ we frakcji 1520 ml, co
odpowiada szczytowi insuliny endogennej (tj. masie
< 12 000 Da). W próbkach krwi pobranych 3, 8 i 24
godziny po wstrzykniŒciu B1-T4-Ins wiŒkszoæ immu-
noreaktywnego analogu (86, 86 i 86%) pojawia‡a siŒ
we frakcjach 5 i 15 ml, co odpowiada IRI o du¿ej masie
cz„steczkowej (ok. 60 000 Da, tj. postaci zwi„zanej).
Pozosta‡a czŒæ IRI z ka¿dej próbki pojawia‡a siŒ we
frakcji 15 i 20 ml (co odpowiada masie < 12 000 Da,
tj. postaci wolnej).
Po wstrzykniŒciu B1-T4-Ins w 6. godzinie jej ca‡-
kowite stŒ¿enie wynosi‡o 4,02 nmol/l (co odpowiada
stŒ¿eniu wolnej postaci ok. 0,56 nmol/l, czyli oko‡o
3,8 razy wiŒcej ni¿ po wstrzykniŒciu insuliny NPH).
StŒ¿enie glukozy na czczo wynosi‡o 5,3 mmol/l
(5,0 i 5,6), a w okresie stosowania klamry euglike-
micznej utrzymywano stŒ¿enie 5,2 mmol/l (4,5 i 5,9).
Iloæ glukozy zu¿ywanej w czasie ca‡ego bada-
nia niezbŒdnej do utrzymania euglikemii obliczano
na podstawie zapisu szybkoci wlewu glukozy (pole
pod krzyw„ [AUC] GINF). AUC GINF po podaniu in-
suliny NPH (10,73 mmol/kg [5,77 i 15,69]) by‡y zna-
miennie wy¿sze ni¿ AUC GINF obliczone po podaniu
B1-T4-Ins (4,04 mmol/kg [1,73 i 6,35]) (p = 0,027) (ryc.
2.A). Czas dzia‡ania B1-T4-Ins (672 min [579 i 765] nie
ró¿ni‡ siŒ istotnie od czasu dzia‡ania insuliny NPH
(765 min [631 i 899]). Czas rozpoczŒcia wlewu z glu-
kozy egzogennej by‡ równie¿ podobny, odpowiednio
45. (28 i 62) i 67. minuta (19 i 115).
Wartoci AUCRa dla glukozy po wstrzykniŒciu
zarówno insuliny NPH (5,63 mmol/kg [7,3 i 3,96]),
jak i B1-T4-Ins (3,32 mmol/kg [5,89 i 0,75]), nie
ró¿ni‡y siŒ istotnie (ryc. 2.C), wskazuj„c na podobny
wp‡yw zastosowanych dawek na w„trobŒ.
Szybkoæ zu¿ywania glukozy znacz„co wzrasta‡a
od wartoci wyjciowych 11,07 mmol/ kg/min (8,64 i
13,50) po wstrzykniŒciu insuliny NPH (p = 0,01), na-
tomiast nie wzrasta‡a po B1-T4-Ins. AUCRd po insuli-
nie NPH (4,95 mmol/kg [1,17 i 8,73]) by‡o wiŒksze
ni¿ AUCRd po B1-T4-Ins (0,49 mmol/kg [0,97 i 1,95],
p = 0,025) (ryc. 2.B).
Szybkoæ zaniku glukozy znamiennie wzrasta-
‡a od poziomu wyjciowego po wstrzykniŒciu insuli-
ny NPH (p = 0,01), natomiast nie wzrasta‡a po po-
daniu B1-T4-Ins. AUC dla MCR glukozy po wstrzyk-
niŒciu insuliny NPH (1,03 ml/kg [0,41 i 1,65]) ró¿ni‡o
siŒ znamiennie od AUC dla MCR glukozy po wstrzyk-
niŒciu B1-T4-Ins (0,15 ml/kg [0 i 1,95], p = 0,002).
StŒ¿enie NEFA znacz„co siŒ zmniejszy‡o w sto-
sunku do wartoci wyjciowych (0,69 mmol/l [0,56
i 0,82]) zarówno po B1-T4-Ins, jak i po insulinie
NPH w 3 godzinie odpowiednio do 0,46 mmol/l (0,36
i 0,56) oraz 0,15 mmol/l (0,07 i 0,22). Zmniejszenie
stŒ¿enia NEFA po podaniu insuliny NPH by‡o wiŒksze
w ka¿dym momencie badania ni¿ po wstrzykniŒciu
B1-T4-Ins (p < 0,05) (ryc. 1.C). StŒ¿enia IGF-I, gluka-
gonu, TSH, wolnej T3 i T4 nie ró¿ni‡y siŒ w obu zasto-
sowanych protoko‡ach badania.
Wnioski
Badanie po raz pierwszy przedstawia podanie
ludziom powi„zanego kowalencyjnie kompleksu in-
suliny z tyroksyn„. Autorzy wykazali, ¿e B1-T4-Ins jest
dobrze tolerowana, dobrze przyswajana po podaniu
podskórnym, posiada d‡ugi czas dzia‡ania i w odró¿-
nieniu od insuliny NPH wykazuje hepatoselektywnoæ.
Podczas badaæ in vitro oraz in vivo wykaza-
no, ¿e B1-T4-Ins wi„¿e siŒ z osoczowym THBP [12,
21], a tak¿e ¿e przy braku ThBp B1-T4-Ins przy‡„cza
siŒ do wyizolowanych z w„troby szczurów b‡on ko-
mórkowych hepatocytów z takim samym powino-
wactwem jak insulina naturalna [21]. Jednak w obec-
noci THBP zdolnoæ wi„zania analogu insuliny by‡a
Rycina 2. Szybkoci wlewu glukozy egzogennej (A), nie-
zbŒdne do utrzymania sta‡ego stŒ¿enia glukozy, oraz Rd
(B), Ra (C), osi„gniŒte po podskórnym podaniu insuliny
NPH (gruba linia; ) i B1-T4-Ins (cienka linia;  ), (n = 5).
Wartoci rednie – SEM
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zmniejszona w porównaniu z insulin„, co sugeruje,
¿e miejsce na receptorze odpowiedzialne za dzia‡a-
nie insuliny mo¿e czŒciowo zajmowaæ bia‡ko wi„¿„-
ce. Powy¿sze wnioski s„ zgodne z wynikami poprzed-
nich badaæ autorów tej pracy, przeprowadzonych
metod„ klamry hiperinsulinemiczno/insuliniczno-eu-
glikemicznej u zdrowych psów [12], w czasie któ-
rych MCR z B1-T4-Ins by‡o ni¿sze ni¿ w przypadku
insuliny ludzkiej i spada‡o dodatkowo po rozpoczŒ-
ciu wlewu ludzkiej TBG. W badaniach prowadzo-
nych w ostatnim czasie u ludzi, z zastosowaniem
acylowanego analogu insuliny (NN304) i [Ne- Palmi-
tylo Lys (B29)] insuliny ludzkiej, wi„¿„cym siŒ z al-
buminami krwi, wykazano równie¿ wy¿sze stŒ¿enia
w porównaniu z insulin„ NPH po podaniu podskór-
nym [22, 23].
Opracowanie analogu insuliny podawanego
drog„ podskórn„, który wi„¿e siŒ wybiórczo z recep-
torami w„troby, jest nowym kierunkiem leczenia
maj„cym na celu odzwierciedlenie dzia‡ania insuliny
uwalnianej bezporednio do kr„¿enia wrotnego. Au-
torzy wykazali, ¿e chocia¿ obie insuliny B1-T4-Ins i NPH
podobnie oddzia‡uj„ na w„trobŒ (hamowanie Ra),
efekt dzia‡ania obwodowego B1-T4-Ins na metabo-
lizm glukozy (czyli Rd, MCR) oraz wp‡yw na stŒ¿enie
NEFA s„ znacz„co mniejsze w porównaniu z insulin„
NPH. Wyniki te s„ zgodne z wynikami wczeniejszych
badaæ prowadzonych na psach [12], w czasie któ-
rych autorzy wykazali wzglŒdnie wybiórczy profil
dzia‡ania na w„trobŒ tyroksylowych analogów insu-
liny w porównaniu z insulin„ ludzk„ po podaniu do-
¿ylnym. Potwierdza to hipotezŒ, ¿e cz„steczki insuli-
nopochodne zwi„zanie z bia‡kami osocza mog„ byæ
powstrzymywane przed reakcj„ z receptorem b‡o-
nowym tkanek obwodowych dziŒki obecnoci barie-
ry ródb‡onkowej.
Równie¿ wyniki badaæ do¿ylnego wlewu NN304
u psów s„ zgodne z tym wnioskiem [24], dostarcza-
j„c kolejnych dowodów, ¿e bariera ródb‡onkowa
w‡oniczek obwodowych ogranicza szybkoæ oddzia-
‡ywania na tkanki insuliny zwi„zanej z bia‡kami.
Wykazano zmianŒ zale¿noci w czasie pomiŒdzy stŒ-
¿eniem analogu insuliny a szybkoci„ wlewu glukozy.
Szczególnie zwraca uwagŒ utrzymywanie siŒ wyso-
kich poziomów immunoreaktywnego analogu insuli-
ny pomimo braku dzia‡ania biologicznego po 24 go-
dzinach (ok. 10 godzin po zakoæczeniu wlewu gluko-
zy). TBG wykazuje bardzo wysokie powinowactwo
do B1-T4-Ins w warunkach in vivo i jest bardzo praw-
dopodobne, ¿e utrzymuj„ce siŒ d‡ugo podwy¿szenie
stŒ¿enia jest spowodowane zwi„zaniem B1-T4-Ins
z TBG. Potwierdzaj„ to wyniki badania FPLC. Ponad-
to, fakt d‡u¿szej obecnoci we krwi B1-T4-Ins ni¿ czas
jej biologicznego oddzia‡ywania na metabolizm glu-
kozy mo¿na przynajmniej w czŒci wyt‡umaczyæ bra-
kiem zale¿nego od receptorów rozpadu frakcji zwi„-
zanej z bia‡kami. W konsekwencji istnieje du¿e praw-
dopodobieæstwo, ¿e czas dzia‡ania takich analogów
jest czŒciowo zale¿ny od wybiórczoci wi„zania z kon-
kretnymi bia‡kami krwi oraz od pojemnoci tych bia-
‡ek. Wyniki badaæ na psach po podskórnym podaniu
[Ne-Palmitylo Lys (B29)] insuliny ludzkiej (3,15 nmol/kg)
w porównaniu z insulin„ o porednim czasie dzia‡a-
nia Humulin L (1,8 nmol/kg) równie¿ wykazywa‡y
wy¿sze stŒ¿enia analogu i wyd‡u¿ony czas dzia‡ania
w porównaniu z Humulin„ L [25].
Przebiegi zale¿noci si‡y dzia‡ania od czasu obu
insulin NPH i B1-T4-Ins by‡y podobne i charakteryzo-
wa‡y siŒ stopniowym narastaniem przez oko‡o 6 go-
dzin po wstrzykniŒciu i postŒpuj„cym spadkiem po
tym okresie.
Mo¿na by s„dziæ, ¿e hipoglikemia jest mniejsza
przy braku nadmiernej stymulacji zu¿ywania gluko-
zy (czyli je¿eli wczeniej zosta‡a zapocz„tkowana
poprzez zmniejszenie Ra). Mechanizmy wyrównaw-
cze w odpowiedzi na hipoglikemiŒ przeciwdzia‡aj„
wp‡ywowi insuliny na Ra. NormoglikemiŒ mo¿na by
przywróciæ i skutecznie utrzymaæ po uruchomieniu
dowolnego mechanizmu wyrównawczego pod wa-
runkiem, ¿e zu¿ywanie glukozy przez miŒnie szkiele-
towe i tkankŒ t‡uszczow„ nie podlega‡oby nadmier-
nej stymulacji przez insulinŒ.
Mimo ¿e w niniejszym badaniu nie obserwowa-
no zmiany poziomu TSH, w badaniach prowadzo-
nych na szczurach wywo‡ywano hipotyreozŒ po-
przez tygodniowe podawanie politiouracylu [26], po
B1-T4-Ins podawanej dootrzewnowo obserwowano
zale¿ne od dawki zmniejszenie stŒ¿enia TSH (Farila
Schojace-Moradies, dane niepublikowane).
Syntezowany w odpowiednich ilociach analog
B1-T4-Ins zosta‡ wybrany jako pierwszy z grupy w
celu zastosowania u ludzi z powodu znanego, wyso-
kiego powinowactwa T4 do THBP, które pozwala‡o
na potwierdzenie za‡o¿eæ teoretycznych w ekspery-
mencie. Inne analogi tyroksyny (np. rT3-Ins [21]) wy-
kazuj„ zmienny stopieæ wi„zania z THBP zale¿nego
od braku aktywnoci hormonalnej tarczycy. Wi„za-
nie insuliny z grupami pochodnymi tyroksyny mo¿e
stanowiæ potencjalnie u¿yteczn„ klinicznie now„ ge-
neracjŒ analogów insulin, z których czŒæ znalaz‡aby
zastosowanie w leczeniu cukrzycy. Podstawowym
wskazaniem do stosowania tego typu leków bŒdzie
cukrzyca typu 1, poniewa¿ w wypadku chorych na
cukrzycŒ typu 2 leczonych diet„ lub lekami doustny-
mi insulina jest wydzielana endogennie bezporednio
do kr„¿enia wrotnego. Wprawdzie istniej„ dowody,
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¿e w cukrzycy typu 2 wystŒpuje w„trobowa opor-
noæ na insulinŒ, która jest przyczyn„ hiperinsuline-
mii obwodowej z niekorzystnymi konsekwencjami me-
tabolicznymi [27]. Z tego powodu mo¿e siŒ okazaæ
korzystne podanie wybiórczych w„trobowo analo-
gów insuliny tak¿e w cukrzycy typu 2.
Autorzy wykazali, ¿e podanie ludziom zdrowym
analogu insuliny B1-T4-Ins jest bezpieczne i dobrze
tolerowane. Analog wch‡ania siŒ szybko z miejsca
podskórnego podania oraz osi„ga wysoki poziom stŒ-
¿enia w surowicy, w której jego wiŒkszoæ wi„¿e siŒ
z bia‡kami. Analog cechuje siŒ d‡ugim czasem dzia-
‡ania i porównywalnym z insulin„ NPH wp‡ywem na
Ra, natomiast efekt dzia‡ania obwodowego jest znacz-
nie bardziej zmniejszony. Z tego powodu wydaje siŒ,
¿e dzia‡a w sposób w„trobowowybiórczy. Cecha ta
wymaga dalszych ukierunkowanych badaæ, które
pozwol„ na opracowanie wielu analogów insulin o ró¿-
nym czasie dzia‡ania. Tego typu analogi insulin mog„
w przysz‡oci pomóc unikaæ niekorzystnych dzia‡aæ
metabolicznych zwi„zanych z aktualnie stosowany-
mi insulinami podawanymi obwodowo.
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